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摘要: 建立了食品中嘧啶胺类杀菌剂嘧霉胺、嘧菌胺及嘧菌环胺残留的串联固相萃取-液相色谱-串联质谱( HPLC-
MS /MS) 检测方法。胡萝卜、辣椒等样品经乙酸乙酯提取，石墨化炭黑-弗罗里硅藻土串联固相萃取柱( ENVI-Carb-
Florisil SPE) 净化后，在 HPLC-MS /MS 仪上进行检测分析，采用外标法定量。质谱分析采用电喷雾电离，正离子扫
描，多反应监测模式。结果表明，柱净化后无明显的基质效应，嘧霉胺、嘧菌胺和嘧菌环胺在 1 ～ 20 μg /L 内相关系
数可达 0. 999 0 以上，具有良好的线性关系; 每种杀菌剂选择两个离子对，其中一组用于定量: 嘧霉胺 m/z 200. 1 /
107. 1，嘧菌胺 m/z 224. 0 /106. 0 及嘧菌环胺 m/z 226. 0 /108. 1; 另一组用于确证: 嘧霉胺 m/z 200. 1 /183. 1，嘧菌胺
m/z 224. 0 /131. 1 和嘧菌环胺 m/z 226. 0 /133. 1。样品中添加 0. 1、0. 5、1. 0 μg /kg 的标准品，其回收率为 73. 2% ～
98. 7%，相对标准偏差( n = 10) 小于 10%; 嘧霉胺、嘧菌胺、嘧菌环胺的检出限( 信噪比( S /N) = 3) 均为 0. 03 μg /kg;
嘧霉胺、嘧菌胺、嘧菌环胺的定量限( S /N = 10) 均为 0. 1 μg /kg。实验结果表明，该方法提取效果好，具有良好的灵
敏度、回收率和重复性。
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Abstract: A high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry ( HPLC-MS /MS) meth-
od was established for the determination of fungicide anilinopyrimidine residues including pyrimethanil，
mepanipyrim，and cyprodinil in foodstuffs with series solid phase extraction ( SPE) ． The food sample was
first extracted with ethyl acetate，and then purified by an ENVI-Carb cartridge and a Florisil SPE car-
tridge． The analytes were determined by HPLC-MS /MS and quantified by external standard method． The
mass spectrometric detection was operated with electrospray in positive ionization mode and the fungicide
anilinopyrimidines were identified in multiple reaction monitoring ( MRM) mode． The linear range of the
method was 1 － 20 μg /L，with the correlation coefficient ( r2 ) over 0. 999 0． The transitions of the pre-
cursor ions to two selected product ions were involved，in which one group for quantification were m/z
200. 1 /107. 1 for pyrimethanil，m/z 224. 0 /106. 0 for mepanipyrim and m/z 226. 0 /108. 1 for cyprodinil，
and the other group for identification were m/z 200. 1 /183. 1 for pyrimethanil，m/z 224. 0 /131. 1 for
mepanipyrim and m/z 226. 0 /133. 1 for cyprodinil，respectively． No significant matrix effect was found
for spiked samples after the purification． The recoveries of the fungicide anilinopyrimidines spiked in food
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samples were 73. 2% －98. 7% at the spiked levels of 0. 1，0. 5，1. 0 μg /kg． The relative standard devia-
tions ( RSDs) were less than 10%． The limits of detection ( LODs) and limits of quantification ( LOQs)
were 0. 03 μg /kg and 0. 1 μg /kg for the three fungicides，respectively． The results showed that the pro-
posed method is sensitive and accurate for the determination of fungicide anilinopyrimidines in foodstuffs．
The method should be applicable for routine analysis of pyrimethanil，mepanipyrim，cyprodinil residues
in foodstuffs．
Key words: high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry ( HPLC-MS /MS) ; se-
ries solid phase extraction; fungicide anilinopyrimidines; food
嘧啶胺类化合物是嘧啶衍生物的一类，在自然






















在 0. 05 ～ 20 mg /kg 之间［5］，加拿大、美国对苹果、海
棠、柑橘、枇杷、梨等水果的最大残留限量为 14 mg /
kg［6］。我国食品标准规定黄瓜中嘧霉胺的最大残留




( LOD) 均可达到 0. 01 mg /kg。Aquino 等［9］采用基
质固相分散萃取-气相色谱-质谱法检测香蕉中的嘧
霉胺，LOD 和定量限( LOQ) 分别为 0. 02 mg /kg 和
0. 05 mg /kg。Navalon 等运用顶空固相微萃取及气相
色谱-质谱检测法，检测绿色蔬菜、水果［10］及土壤［11］
中嘧霉胺的含量，方法检出限在蔬菜、水果中可达到







色谱-串联质谱( HPLC-MS /MS) 测定方法。
1 实验部分
1． 1 仪器、试剂与材料
液相色谱-串联质谱系统: API 4000Q 质谱仪配
Agilent 1200 液相色谱仪，Kinetex C18色谱柱( 50 mm
× 2. 1 mm，2. 6 μm，美国 Phenomenex 公司) ; IKA
T18 Basic 均质器( 德国 IKA 公司) ; Allegra 64R 高
速冷冻离心机( 美国 Beckman 公司) ; ENVI-Carb 固
相萃取柱( 250 mg，3 mL，美国 Supelco 公司) ; Flori-
sil 固相萃取柱( 500 mg，3 mL，美国 Biotage 公司) ;
C18 固相萃取柱( 500 mg，3 mL，Dikma 公司) 。
甲醇、乙腈( 色谱纯，美国 Tedia 公司) ，其他试
剂为分析纯，实验中所用水均为去离子水。嘧霉胺、
嘧菌胺、嘧菌环胺标准品( 德国 Dr． Ehrenstorfer 公
司) ，纯度大于 98%。
标准溶液的配制: 分别称取嘧霉胺、嘧菌胺、嘧
菌环胺各 10 mg ( 精确至 0. 01 mg) ，以乙腈为溶剂
分别配制成 100 mg /L 标准储备液，于 0 ～ 4 ℃保存。
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实验中根据需要用乙腈进行稀释，配制成混合标准
溶液。
基 体 匹 配 液 的 配 制: 实 验 中 根 据 需 要，用 按






水果、蔬菜样品取可食部分切碎，混匀，密封于 0 ～ 4
℃保存。
1． 3 实验步骤
1． 3． 1 提取
称取样品 10 g ( 精确至 0. 01 g) 于 50 mL 的离
心管中，分别加入 5 g 无水硫酸钠和 20 mL 乙酸乙
酯，在均质器上高速均质提取 2 min，完成后放入超
声波 清 洗 器 中 萃 取 5 min，于 4 000 r /min 离 心 3
min，取上清液，残渣加 10 mL 乙酸乙酯于 50 mL 离
心管重复提取一次，合并两次提取的上清液，氮吹至
1 mL 左右，待净化。
1． 3． 2 净化
将 Florisil SPE 小柱用串接头串联在 ENVI-Carb
小柱下方，用正己烷-丙酮( 50∶ 50，v /v) 活化 ENVI-
Carb-Florisil 串联固相萃取柱，将待净化液全部上
柱，用 20 mL 氮吹管收集过滤液，再用 3 mL 乙酸乙
酯-正己烷( 50∶ 50，v /v) 溶液洗脱 ENVI-Carb-Florisil
串联固相萃取柱 3 次至该氮吹管中，洗脱液在 45 ℃
水浴中氮气吹干。用 1. 0 mL 乙酸乙酯定容后，涡旋
溶解，用 0. 22 μm 有机相滤膜过滤，收集滤液，待测
定。
1． 4 实验条件
1． 4． 1 色谱条件
色谱柱: Phenomenex Kinetex C18柱。流动相: A，
0. 1% ( v /v) 甲酸水; B，乙腈; 流速 0. 40 mL /min; 流
动相梯度洗脱程序: 0 ～ 0. 10 min，10%B ～ 80% B;
0. 10 ～ 5. 00 min，80%B; 5. 00 ～ 5. 10 min，80%B ～
10% B; 5. 10 ～ 10. 00 min，10%B。柱温 30 ℃ ; 进样
量 5. 0 μL。
1． 4． 2 质谱条件
扫描方式: 电喷雾正离子( ESI + ) 扫描; 检测方
式: 多反应监测( MRM) ; 雾化气( 氮气) 压力: 0. 276
MPa; 喷雾电压: 5. 5 kV; 干燥气温度: 550 ℃ ; 干燥气
流速: 10 L /min; 后运行时间: 8 min; 定量和定性离
子、碰撞能量等参数见表 1。
表 1 嘧啶胺杀菌剂的质谱检测参数












Pyrimethanil 200． 1 107． 1* 33． 08 80
183． 1 40． 88 80
Mepanipyrim 224． 0 106． 0* 40． 02 80
131． 1 33． 74 80
Cyprodinil 226． 0 108． 1* 36． 98 90
133． 1 34． 07 90
* quantitative ion．
1． 5 回收率试验
添加标准溶液于空白样品中( 添加水平为 0. 1、
0. 5、1. 0 μg /kg) ，室温振荡 3 min，自然风干有机溶






行一级质谱分析( Q1 扫描) ，得到各杀菌剂的分子
离子峰，即母离子峰( 见图 2) ; 对各杀菌剂的分子离
子峰进行二级质谱分析( 子离子扫描) ，得到碎片离
子信息，即子离子( 见图 3) ; 然后优化各杀菌剂的二
级质谱的去簇电压( declustering potential，DP) 、碰撞
能量( CE) 等参数，使得分子离子与其产生的特征碎
片离子形成的离子对强度达到最大，得到二级质谱
图( 见图 3) ; 按照二级质谱图提供的碎片离子信息，
选择各杀菌剂的定量离子对( 嘧霉胺: m/z 200. 1 /
107. 1; 嘧 菌 胺: m/z 224. 0 /106. 0; 嘧 菌 环 胺: m/z
226. 1 /108. 1) 和确证离子对 ( 嘧霉胺: m/z 200. 1 /
183. 1; 嘧 菌 胺: m/z 224. 0 /131. 1; 嘧 菌 环 胺: m/z
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图 2 嘧霉胺、嘧菌胺及嘧菌环胺的母离子扫描图












C18 和 Florisil 等 3 种 SPE 柱对标准溶液的净化效
果，结果表明 ENVI-Carb、C18 和 Florisil 3 种 SPE 小
柱均能获得 90%以上的回收率。
通过在 ENVI-Carb、C18 及 Florisil 3 种 SPE 小
图 3 嘧霉胺、嘧菌胺及嘧菌环胺二级离子碎片扫描图
Fig． 3 Mass spectra of pyrimethanil，mepanipyrim
and cyprodinil in product ion scan
图 4 嘧霉胺、嘧菌胺及嘧菌环胺的 MRM 色谱图
Fig． 4 Chromatogram of pyrimethanil，mepanipyrim
and cyprodinil in multiple reaction monitoring
( MRM) mode
1． pyrimethanil: 10 μg /L; 2． cyprodinil: 10 μg /L; 3． mepa-
nipyrim: 10 μg /L．
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图 5 采用不同提取溶剂所得到的嘧霉胺、嘧菌胺、
嘧菌环胺的回收率
Fig． 5 Recoveries of pyrimethanil，mepanipyrim and
cyprodinil with different extraction solvents
柱载入基体匹配液进行回收率研究，发现回收率只
有 40% ～60%，说明该类杀菌剂受基体抑制效应影
响明显，实验表明 ENVI-Carb、C18 及 Florisil 3 种
SPE 小柱单独使用时均无法有效地排除基体干扰，
用乙腈配制的标准溶液进行定量时回收率较差。采









化过程: 先用正己烷-丙酮( 50 ∶ 50，v /v ) 活化串联
SPE 柱，载入提取的浓缩液，再用 3 mL 乙酸乙酯-正
己烷( 50 ∶ 50，v /v) 溶液洗脱串联 SPE 小柱 3 次至
20 mL 氮吹管中，在 45 ℃ 水浴中氮气吹至干，用乙
腈定容至 1. 0 mL，待检测。
2． 4 方法的线性范围、检出限及定量限
将嘧啶胺混合标准溶液分别稀释成质量浓度为
1，2，5，10 和 20 μg /L 的标准工作溶液，在优化的
色谱和质谱条件下进行测定，以嘧啶胺杀菌剂各组
分质量浓度为横坐标，定量离子对的峰面积为纵坐
标作图，其线性方程、相关系数见表 2。由表 2 中的
数据可看出，各分析物标准曲线的相关系数均大于




检出限( LOD) 和定量限( LOQ) 采用向空白样
图 6 采用不同 SPE 柱净化样品后嘧霉胺、嘧菌胺
及嘧菌环胺的回收率
Fig． 6 Recoveries of pyrimethanil，mepanipyrim
and cyprodinil in the sample purified by
different SPE columns
Spiked levels: a． 0. 1 μg /kg; b． 0. 5 μg /kg; c． 1. 0 μg /kg．
品中逐级降低加标浓度的方法来确定。以 3 倍信噪
表 2 嘧霉胺、嘧菌胺、嘧菌环胺的线性方程、检出限和定量限
Table 2 Linear equations，limits of detection ( LOD)
and limits of quantification ( LOQ) for py-
rimethanil，mepanipyrim and cyprodinil





Pyrimethanil Y = 12800X － 845 0． 9990 0． 03 0． 1
Mepanipyrim Y = 12400X － 2180 0． 9990 0． 03 0． 1
Cyprodinil Y = 8130X － 1090 0． 9990 0． 03 0． 1
Linear range: 1 － 20 μg /L． Y: peak area; X: mass concentra-
tion，μg /L．
比( S /N = 3) 对应的目标物浓度作为检出限，以 S /N
= 10 对应的目标物浓度作为定量限，检出限和定量
限结果见表 2。本方法的检出限为 0. 03 μg /kg，低
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在 10 g( 精确到 0. 01 g) 胡萝卜等 8 种食品样品
中进行添加回收试验，每个基体的添加水平分别为
1、5 和 10 μg /kg，每个添加水平做 10 个平行样品，
其回收率数据及其 RSD 见表 3。从空白样品与添加
样品的谱图看，分析目标物与基体杂质的分离好，不
受基体杂质干扰。8 种基质中嘧霉胺、嘧菌胺、嘧菌
环胺的回收率为 73. 2% ～ 98. 7%，RSD 小于 10%。
该方法的回收率和 RSD 均符合残留检测标准［14，15］
要求。
表 3 8 种样品中嘧啶胺类杀菌剂的加标回收率和 RSD ( n =10)
Table 3 Recoveries and relative standard deviations ( RSD) of pyrimethanil，mepanipyrim，
cyprodinil in 8 kinds of samples ( n =10)
Analyte Spiked / ( μg /kg)
Pyrimethanil
Recovery /% RSD /%
Mepanipyrim
Recovery /% RSD /%
Cyprodinil
Recovery /% RSD /%
Pepper 0． 1 89． 9 5． 4 76． 1 6． 6 73． 2 4． 5
0． 5 93． 4 5． 2 77． 0 4． 2 79． 9 5． 6
1． 0 93． 9 5． 1 75． 1 8． 6 76． 3 6． 3
Tea 0． 1 91． 7 6． 8 80． 3 5． 4 78． 3 4． 5
0． 5 90． 6 2． 8 78． 2 5． 0 74． 3 3． 8
1． 0 96． 2 3． 4 74． 4 4． 9 75． 1 5． 2
Rice 0． 1 90． 8 3． 6 91． 9 6． 4 97． 0 6． 8
0． 5 94． 7 6． 0 97． 4 5． 5 95． 3 7． 1
1． 0 93． 9 4． 2 93． 0 6． 1 94． 5 3． 2
Pear 0． 1 89． 8 3． 1 90． 2 3． 8 92． 2 4． 4
0． 5 96． 7 4． 1 96． 6 5． 0 92． 5 5． 6
1． 0 91． 4 2． 7 96． 2 2． 4 93． 4 4． 1
Pomelo 0． 1 92． 8 2． 8 89． 7 3． 7 91． 6 4． 4
0． 5 94． 1 2． 4 88． 8 4． 0 90． 7 4． 6
1． 0 93． 8 3． 7 87． 5 6． 2 95． 0 7． 5
Carrot 0． 1 92． 1 4． 1 93． 3 6． 1 90． 3 6． 9
0． 5 90． 3 2． 7 92． 8 7． 0 91． 1 4． 3
1． 0 92． 7 3． 8 94． 4 6． 5 92． 5 5． 8
Cabbage 0． 1 90． 3 5． 4 91． 6 4． 6 89． 6 4． 9
0． 5 91． 3 6． 0 93． 2 5． 2 95． 2 5． 8
1． 0 96． 5 5． 4 90． 9 4． 8 92． 9 7． 4
Pea 0． 1 88． 4 5． 7 91． 1 5． 1 97． 1 3． 9
0． 5 89． 3 3． 2 94． 5 7． 8 94． 2 4． 1
1． 0 90． 0 3． 5 98． 7 6． 8 93． 9 6． 0
图 7 含嘧霉胺的辣椒阳性样品的 MRM 色谱图
Fig． 7 Chromatograms of pyrimethanil in a positive pepper sample in MRM mode
2． 6 实际样品的检测
对 90 份茶叶、30 份豌豆、40 份大米、150 份胡
萝卜、70 份辣椒样品进行检测，检出辣椒中嘧霉胺
阳性样品 17 例，胡萝卜中嘧霉胺阳性样品 2 例。其
中一 个 辣 椒 阳 性 样 品 中 嘧 霉 胺 的 含 量 为 0. 5
mg /kg，其余待测物质未检出，其色谱图见图 7。
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净化，降低了基质效应，最后进入 HPLC-MS /MS 中
测定分析，利用外标法直接定量。对厦门市场上的
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